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บทคดัยอ่ 
การวจิยัครัง้น้ีมวีตัถุประสงคเ์พื่อคดัแยกยสีต์ทีม่ปีระสทิธภิาพสงูในการผลติเอทานอลจาก
ลกูแป้งสาโท ในพืน้ทีจ่งัหวดัอุบลราชธานี (UB) ศรสีะเกษ (SK) และสรุนิทร ์(SR) โดยนําตวัอย่างลกู-
แป้งจากแหล่งต่าง ๆ จํานวน 5 ตวัอย่าง มาคดัแยกเชือ้และทดสอบความสามารถในการหมกัเอทา-
นอล เบือ้งต้นพบ 22 ไอโซเลตทีม่ปีรมิาณเอทานอลมากกว่ารอ้ยละ 6 โดยปรมิาตร จากนัน้นํามาจดั
จําแนกชนิดโดยการเทยีบลําดบัเบสบรเิวณตําแหน่ง D1/D2 ของยนี 26S rDNA ผลการระบุสปีชีส์
ใกลเ้คยีงกบัยสีต์ 2 สปีชสี ์โดยทุกไอโซเลตจากแหล่งอําเภอเดชอุดม (UB2) และอําเภอกนัทรารมย ์
(SK1) ใกล้เคียงกับ Wickerhamomyces anomalus  ส่วนแหล่งอําเภอเมืองศรีสะเกษ (SK2) และ
อําเภอสําโรงทาบ (SR) ทุกไอโซเลตใกล้เคยีงกบั Candida tropicalis ในการทดสอบคุณสมบตัิทาง
ชีวเคมีเบื้องต้น ผลการทดลองพบว่า W. anomalus สามารถใช้และหมกัน้ําตาลได้เฉพาะกลูโคส 
ฟรุกโทส มอลโทส และซโูครส ในขณะที ่C. tropicalis สามารถใชแ้ละหมกัน้ําตาลกลโูคส แกแลกโทส 
ฟรุกโทส มอลโทส และซูโครส เมื่อนํายสีต์บรสิุทธิท์ดสอบการหมกัเอทานอลด้วยกากน้ําตาลซึ่งมี
ระดบัความหวานที ่20 องศาบรกิซ ์บ่มที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง โดยเกบ็
ตวัอย่างทุก 12 ชัว่โมง พบว่า ยสีต์ C. tropicalis จากแหล่ง SK2 สามารถหมกัและใหป้รมิาณเอทา-
นอลสูงที่สุดที่เวลา 36 ชัว่โมง เท่ากับร้อยละ 6.8±0.01 โดยปริมาตรและผลผลิตเอทานอลสูงสุด
เท่ากบั 0.39 กรมัเอทานอลต่อกรมัน้ําตาล 
คาํสาํคญั: เอทานอล  กากน้ําตาล  ยสีต ์ ลกูแป้งสาโท 
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Abstract 
 This research aimed to isolate yeast strains capable of high ethanol production from 
Loog–Pang–Sato in Ubon Ratchathani (UB), Sisaket (SK) and Surin (SR) provinces. The 5 
samples of Loog–Pang from different sources were used for yeast isolation. We obtained 22 
isolates that could produce ethanol higher than 6%(v/v). The 22 yeast isolates were then 
identified by comparison of nucleotide sequences D1/D2, region of 26S rDNA gene, the result 
showed that all yeasts isolated from UB2 and SK1 were similar to Wickerhamomyces anomalus 
whereas all yeasts isolated from SK2 and SR were similar to Candida tropicalis. Based on 
sugar assimilation and fermentation test, W. anomalus could assimilate and ferment glucose, 
fructose, maltose and sucrose, whereas C. tropicalis could assimilate and ferment glucose, 
galactose, fructose, maltose and sucrose. Ethanol fermentation were carried out by using 
molasses as substrate with 20°Brix, incubation at 30°C for 48 hours. The samples were 
collected every 12 hours. The results indicated that the highest ethanol amount was 6.8±0.01 
%(v/v) at 36 hours from C. tropicalis isolated from SK2. The highest ethanol yield of 0.39 
gethanol/gsugar was also obtained at 36 hours. 
Keywords: Ethanol, Molasses, Yeast, Loog–Pang–Sato 
 
บทนํา 
 ลกูแป้ง (Look–pang) เป็นหวัเชือ้จุลนิทรยี์
ผสมจากธรรมชาตเิกบ็ไวใ้นรูปเชือ้แหง้ เกดิจาก
ภูมปัิญญาทอ้งถิน่ทีผ่สมแป้งขา้วจา้วกบัลกูแป้งที่
สาํเรจ็แลว้ เพื่อเป็นการต่อเชือ้โดยมอีงคป์ระกอบ
ของสมุนไพรบางชนิด เช่น กานพลู พริกไทย 
ดปีล ีกระเทยีม ขงิ ซึง่สมุนไพรเหล่าน้ีช่วยในการ
ควบคุมจุลนิทรยีก่์อโรคและลดการปนเป้ือนของ
จุลนิทรยีใ์นกลุ่มทีไ่ม่พงึประสงค ์(Chaijamrus and 
Mouthung, 2011; Chanchaichaovivat and Utian-
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sut, 2013) ทัง้น้ีหวัเชือ้จุลนิทรยีผ์สมจากธรรมชาติ
สามารถพบได้ในประเทศต่าง ๆ ซึ่งมีส่วนผสม 
กรรมวิธีการเตรียม ชนิดของจุลินทรยี์รวมถึงมี
ชื่อเรยีกทีแ่ตกต่างกนัไปตามทอ้งที ่เช่น ประเทศ
ญีปุ่่ น เรยีกว่า โคจ ิ(Koji) ประเทศเกาหล ีเรยีกว่า
นุรุก (Nuruk) ประเทศจนี เรยีกว่า ช ู(Chu) ประเทศ
อนิโดนีเซยี เรยีกว่า ราก ิ(Ragi) ประเทศเวยีดนาม 
เรยีกว่า บนัเมน (Banh men) (Sangswan and Loor-
roengsil, 2018; Techavasonyoo, 2007; Thanh 
et al., 2008) โดยจุลินทรีย์ที่พบในหวัเชื้อแต่ละ
แหล่งประกอบดว้ยจุลนิทรยีห์ลากหลายชนิดแตก-
ต่างกนั และสามารถจดัจาํแนกเป็น 3 กลุ่ม ไดแ้ก่ 
รา ซึง่เป็นกลุ่ม Amylomyces sp., Rhizopus sp., 
Mucor sp. และ Aspergillus sp. ส่วนยีสต์เป็นกลุ่ม 
Ascomycetes เช่น Saccharomyces sp., Endo-
mycopsis sp., Hensenula sp., Candida sp., Wick-
erhamomyces sp. และแบคทเีรยีในกลุ่ม Aceto-
bacter sp., Gluconobacter sp., Lactobacillus sp., 
Bacillus sp. (Chanchaichaovivat and Utiansut, 
2013; Kanlayakrit et al., 2012; Limtong, 2005; 
Thanh, 2008; Sangswan and Loorroengsil, 2018) 
ในประเทศไทยนิยมนําลูกแป้งมาใชใ้นกระบวน-
การผลติเครื่องดื่มแอลกอฮอลช์นิดหน่ึงทีไ่ม่ผ่าน
การกลัน่ซึง่มชีื่อเรยีกแตกต่างกนัตามทอ้งที ่เช่น 
กระแช่ เหล้าอากุน น้ําขาว น้ําแดง สาโทขาว 
รวมทัง้ในการผลติขา้วหมาก (Kanlayakrit et al., 
2012; Sangswan and Loorroengsil, 2018; Sri-
dam and Dajanta, 2014) แต่เน่ืองจากลูกแป้ง
ในแต่ละแหล่งนัน้มกีรรมวธิผีลติทีแ่ตกต่างกนัทาํ
ให้มีความหลากหลายของเชื้อจุลินทรีย์ และไม่
สามารถควบคุมคุณภาพได ้สง่ผลใหผ้ลติภณัฑท์ี่
ได้ในแต่ละครัง้มีคุณภาพที่ไม่แน่นอน เช่น มี
เปอรเ์ซน็ต์แอลกอฮอลต์ํ่าหรอืสงูจนเกนิไป หรอื
มรีส กลิน่ ส ีทีไ่ม่พงึประสงคแ์ละไม่คงที ่(Chana-
yart, 2006; Techavasonyoo, 2007) 
 ปัจจุบนัมกีารศกึษาการคดัแยกเชือ้บร-ิ
สุทธิจ์ากลูกแป้งเพื่อนํามาใชป้ระโยชน์ในงานดา้น
ต่าง ๆ มากมาย เช่น การนําเชือ้บรสิทุธิใ์ชใ้นการ
ผลติมรินิ การผลติสาโท การผลติเอทานอล รวม-
ทัง้ใชใ้นการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคทางเดนิอาหาร 
(Chaijamrus, 2011; Chanayart, 2006; Chanchai-
chaovivat and Utiansut, 2013; Techavasonyoo, 
2007; Thanh et al., 2016) ดงันัน้งานวจิยัน้ีมวีตัถุ-
ประสงคเ์พื่อคดัแยกและจดัจําแนกยสีต์สายพนัธุ์
บริสุทธิท์ี่สามารถหมกัให้ปริมาณเอทานอลสูง
จากลูกแป้งสาโทแหล่งต่าง ๆ เพื่อประยุกต์ใชใ้น
กระบวนการผลติเอทานอลชวีภาพ รวมทัง้เพื่อ
อนุรกัษ์สายพนัธุย์สีตด์ัง้เดมิซึง่อาจเป็นประโยชน์
ในการประยุกตใ์ชต่้อไปในอนาคต 
 
วิธีดาํเนินการวิจยั 
 การเกบ็ตวัอย่างลกูแป้ง 
 เก็บตัวอย่างลูกแป้งสาโท จํานวน 5 
ตวัอย่าง จากแหล่งต่าง ๆ ไดแ้ก่ จงัหวดัอุบลราช-
ธานี จาํนวน 2 ตวัอย่าง จงัหวดัศรสีะเกษ จาํนวน 
2 ตวัอย่าง และจงัหวดัสรุนิทร ์จาํนวน 1 ตวัอย่าง 
จากนัน้ศกึษาลกัษณะภายนอกของลูกแป้ง และ
เกบ็รกัษาตวัอย่างลูกแป้งในภาชนะถุงพลาสตกิ
ปิดผนึกที่อุณหภูมิประมาณ 4 องศาเซลเซียส 
จนกว่าจะนําไปแยกเชือ้ 
 การคดัแยกยสีต ์
 คดัแยกยสีต์จากลูกแป้งโดยบดลูกแป้ง
แลว้นํามาตวัอย่างละ 2 กรมั ใส่ในขา้วเหนียวน่ึง 
100 กรมั บรรจุในขวดขนาด 500 มลิลลิติร คลุก-
เคลา้ใหเ้ขา้กนัและทิง้ไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้ง เป็นเวลา 
72 ชัว่โมง จากนัน้ชัง่ตวัอย่าง 2.5 กรมั และเจอืจาง
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ดว้ยน้ํากลัน่ปราศจากเชือ้ 10 เท่า ผสมใหเ้ขา้กนั
โดยใชเ้ทคนิคการเจอืจางครัง้ละ 10 เท่า และปิเปตต์
ความเจอืจางที่เหมาะสมปรมิาตร 100 ไมโครลิตร 
เกลี่ยเชื้อ (spread) บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Yeast 
extract Peptone Dextrose (YPD) agar ทีป่ระกอบ-
ดว้ย yeast extract 1%(w/v), peptone 2%(w.v), 
dextrose 2%(w/v) และ agar 1.5%(w/v) เตมิโซเดยีม
โพรพิโอเนต (sodium propionate) ร้อยละ 0.5 
โดยน้ําหนัก แล้วนําไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง คดัเลอืกโคโลนีที่
มีลักษณะต่างกันซึ่งพิจารณาจากลักษณะของ
โคโลนี ผิวหน้าโคโลนี สี และขนาด จากนัน้นํา
โคโลนีทีค่ดัเลอืกไดเ้ขีย่ (streak) บนอาหาร YPD 
agar บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
24–48 ชัว่โมง เลือกโคโลนีเดี่ยวมาเขี่ยซํ้า (re-
streak) บนอาหาร YPD agar จนกว่าจะได้เชื้อ
บรสิุทธิ ์และเกบ็เชือ้ยสีต์บรสิุทธิใ์นอาหาร YPD 
agar ผวิหน้าเอยีงทีอุ่ณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส 
 นําเชื้อบรสิุทธิท์ี่คดัแยกได้ทดสอบการ
ผลิตเอทานอลหมักด้วยกากน้ําตาล และบ่มที่
อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
และวเิคราะหป์รมิาณเอทานอลเบื้องต้นด้วยเครื่อง 
Ebulliometer วิเคราะห์ความแปรปรวนด้วยวิธี 
one–way ANOVA และเปรยีบเทยีบค่าเฉลีย่โดย
ใชก้ารทดสอบแบบ Duncan’s new multiple range 
test (DMRT) ทีร่ะดบันยัสาํคญั .05 
 การจาํแนกชนิดของยสีต ์
 1) การตรวจสอบลกัษณะสณัฐานวิทยา
ของโคโลนีและลกัษณะของเซลลย์สีตท์ีแ่ยกได ้
  นํายสีตท์ีค่ดัแยกไดล้ากไปมา (cross 
streak) บนอาหาร YPD agar และบ่มทีอุ่ณหภูม ิ
30 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 24–48 ชัว่โมง แล้ว
สงัเกตรูปร่าง ลกัษณะขอบ ส ีกลิน่ และผวิหน้า
ของโคโลนี จากนัน้เตรยีมสไลดส์ด (wet mount) 
แลว้นําไปศกึษาโครงสรา้งของเซลลภ์ายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์ เช่น ลกัษณะรปูร่าง การแตกหน่อ 
 2) การจดัจาํแนกสายพนัธุ ์
  ถ่ายเชือ้ยสีต์บรสิุทธิล์งในอาหาร YPD 
broth ปรมิาตร 2 มลิลลิติร และบ่มทีอุ่ณหภูม ิ30 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 ชัว่โมง นําไปปัน่
เหวีย่งทีค่วามเรว็ 6,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 10 
นาท ีสกดัดเีอน็เอดว้ยชุดสกดั PureLink Genomic 
DNA Purification Kit ตามวธิกีารของผูผ้ลติ (Invitro-
gen, USA) และเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอเป้าหมายใน
ตําแหน่ง D1/D2 ของ26s rDNA gene โดยใช้
ไพรเมอร์ NL–1 (5’–GCATATCAATAAGCGG 
AGGAAAAG–3’) และNL–4 (5’–GGTCCGTGT 
TTCAAGACGG–3’) จากนัน้เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ดว้ยวธิ ีPCR โดยใชส้ภาวะของปฏกิริยิา ดงัน้ี 95 
องศาเซลเซียส 2 นาที; 95 องศาเซลเซียส 20 
วินาที, 55 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 68 องศา
เซลเซยีส 2 นาท,ี จาํนวน 30 รอบ; 68 องศาเซล-
เซียส 5 นาที ตรวจสอบขนาดด้วยเทคนิค gel 
electrophoresis ส่งหาลําดบันิวคลโีอไทด ์จากนัน้
นําลําดบันิวคลโีอไทด์มาระบุสปีชีสโ์ดยเปรียบ-
เทยีบความเหมอืนของลําดบันิวคลโีอไทดก์บัยีสต์
สายพนัธุ์อื่น ๆ จากฐานขอ้มูลใน The National 
Center for Biotechnology Information (NCBI, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) โดยใช้โปร-
แกรม Nucleotide Blast 
 การศึกษาคุณลักษณะของยีสต์ทีค่ ัด-
แยกได ้
 ถ่ายยสีตบ์รสิุทธิ ์100 ไมโครลติรหรอื 1 
ห่วงถ่ายเชือ้ (loop) ลงในอาหาร YPD broth ปร-ิ
มาตร 10 มลิลลิติร บ่มที่อุณหภูม ิ30 องศาเซล-
เซียสเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ถ่ายเชื้อปริ-
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มาตร 50 ไมโครลติรลงในอาหารสาํหรบัการหมกั 
(fermentation medium) ที่มีแหล่งของน้ําตาล
แตกต่างกนั ไดแ้ก่ กลูโคส กาแลกโทส ฟรุกโทส 
มอลโทส ซูโครส ไรโบส และไซโลส ทีค่วามเขม้-
ขน้รอ้ยละ 1 โดยน้ําหนกั ละลายโบรโมไทมอลบล ู
(bromothymol blue) รอ้ยละ 1.6 โดยน้ําหนกั จาก-
นัน้บ่มทีอุ่ณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 72 
ชัว่โมง สงัเกตความขุน่ใสของอาหาร การเปลีย่น
สี และแก๊สที่เกิดขึ้น โดยเปรียบเทียบกบัหลอด
ควบคุม (control) ทีม่เีฉพาะน้ําตาล และสารละลาย
โบรโมไทมอลบล ูทาํการทดลองซํ้าอกี 2 ครัง้ 
 การทดสอบการผลติเอทานอล 
 ถ่ายเชื้อยสีต์บรสิุทธิล์งในอาหาร YPD 
broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ถ่าย
เชือ้ปรมิาตร 2 มลิลลิติร ลงในกากน้ําตาลปรมิาตร 
100 มลิลลิติรทีป่ระกอบดว้ยน้ํากลัน่และกากน้ํา-
ตาล ซึง่กากน้ําตาลทีท่ดลองในครัง้น้ีผูว้จิยัไดม้า
จากตลาดวารนิชําราบ จงัหวดัอุบลราชธานี โดย
นํามาปรับระดับองศาบริกซ์ให้เท่ากับ 20 ด้วย
การเจอืจางกากน้ําตาลกบัน้ํากลัน่และตรวจสอบ
ระดบัความหวานโดยเครื่องวดัระดบัความหวาน 
(refractometer) เมื่อถ่ายเชื้อลงในกากน้ําตาล
แล้วนําไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส เป็น
เวลา 48 ชัว่โมง โดยเกบ็ตวัอย่างทุก ๆ 12 ชัว่โมง 
เพื่อวดัปริมาณน้ําตาลรีดิวซ์ด้วย DNS method 
ตามวิธีของ Miller (1959) โดยเจือจางตัวอย่าง 10 
เท่าดว้ยน้ํากลัน่และปัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็ 10,000 
รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 5 นาท ีเกบ็เฉพาะส่วนใส
เหนือตะกอน (supernatant) และดดูตวัอย่างรวม
กบัสารละลาย DNS ในอตัราส่วน 1:1 นําไปต้ม
ในน้ําเดอืดเป็นเวลา 15 นาท ีจากนัน้แช่ในน้ําเยน็ 
จนตวัอย่างเยน็ลง และนําไปวดัค่าการดูดกลนืแสง 
(OD) ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร และนํา
ตวัอย่างวเิคราะหห์าปรมิาณแอลกอฮอลด์ว้ยเครื่อง 
แก๊สโครมาโทกราฟี (gas chromatography, GC) 
ทาํการทดลองซํ้าอกี 2 ครัง้ 
 
ผลการวิจยั 
 ตวัอย่างลกูแป้ง 
 ทําการสํารวจและเก็บตวัอย่างลูกแป้ง
สาโททัง้หมด 5 ตวัอย่างจาก 3 จงัหวดั ไดแ้ก่ อ.
วารนิชําราบ อ.เดชอุดม จ.อุบลราชธานี อ.กนั-
ทรารมย ์อ.เมอืง จ.ศรสีะเกษ และ อ.สาํโรงทาบ 
จ.สุรินทร์ ตัวอย่างลูกแป้งส่วนใหญ่มีลักษณะ
คลา้ยกนัคอืมลีกัษณะเป็นกอ้นครึง่วงกลม ลกัษณะ
ของผวิมทีัง้เรยีบและขรุขระ มสีเีหลอืงนวลและ
เหลอืงปนเทา มขีนาดเฉลี่ยเท่ากบั 3.20 เซนติ-
เมตร กลิ่นของลูกแป้งมีลกัษณะคล้ายกนั คือมี
กลิน่ขา้ว แป้งหมกัและเครื่องเทศ โดยลกูแป้งแต่ละ
ทีม่กีารทําเครื่องหมายประทบับนผวิของลูกแป้ง
เพื่อบ่งบอกความแตกต่างของแหล่งผลติ ยกเวน้
ตวัอย่าง อ.วารนิชําราบ ที่ไม่มกีารทําเครื่องหมาย
ประทบั และผูว้จิยัไดม้กีารตัง้รหสัสาํหรบัลกูแป้ง
แต่ละแหล่ง คอื UB1  UB2  SK1  SK2 และ SR 
แทน อ.วารนิชําราบ  อ.เดชอุดม  อ.กนัทรารมย ์ 
อ.เมอืงศรสีะเกษ และ อ.สําโรงทาบ ตามลําดบั 
ดงัในภาพที ่1 
 การคดัแยกยสีต ์
 จากตวัอย่างลูกแป้ง 5 แหล่ง สามารถ
คดัแยกยสีตไ์ดท้ัง้หมด 64 ไอโซเลต โดยลูกแป้ง
จาก อ.วารนิชาํราบ แยกได ้10 ไอโซเลต อ.เดชอุดม 
แยกได ้12 ไอโซเลต อ.กนัทรารมย ์แยกได ้8 ไอ-
โซเลต อ.เมอืงศรสีะเกษ แยกได ้16 ไอโซเลต และ 
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ภาพท่ี 1 ลกัษณะทางกายภาพของตวัอยา่งลกูแป้งสาโท จาก (A) อ.วารนิชาํราบ  (B) อ.เดชอุดม 
 (C) อ.กนัทรารมย ์ (D) อ.เมอืงศรสีะเกษ และ (E) อ.สาํโรงทาบ 
 
อ.สาํโรงทาบ แยกไดท้ัง้หมด 18 ไอโซเลต 
 เมื่อนําเชื้อยสีต์ทัง้ 64 ไอโซเลต ทดสอบ
การผลติเอทานอลเบือ้งต้น พบว่า ยสีต์ทีค่ดัแยก
ไดจ้ากลูกแป้งแต่ละแหล่งสามารถผลติเอทานอล
ได้ในปริมาณที่แตกต่างกันเมื่อหมักด้วยกาก 
น้ําตาล ดงันัน้ผูว้จิยัจงึคดัเลอืกเฉพาะไอโซเลตที่
มีปริมาณเอทานอลสูง (ร้อยละ 6) ไปใช้ในการ 
ศกึษาต่อโดยมทีัง้หมด 22 ไอโซเลต (ตาราง 1) 
ประกอบดว้ยแหล่ง UB2  SK1  SK2 และ SR จํา-
นวน 4  7  1 และ 10 ไอโซเลต ตามลาํดบั ซึง่ผล
การวเิคราะห์ทางสถิติพบว่ามคีวามแตกต่างกนั 
(p < .05) โดยไอโซเลต SK1–2 และ SR13 ให้
ปริมาณร้อยละเอทานอลสูงที่สุดเท่ากับร้อยละ 
6.67±0.06 และ 6.67±0.00 โดยปรมิาตร ตามลําดบั 
ส่วนไอโซเลต SR6 ให้ปริมาณร้อยละเอทานอล
น้อยทีส่ดุ คอื รอ้ยละ 6.0±0.05 โดยปรมิาตร 
การจาํแนกชนิดของยสีต ์
เมื่อนําเชือ้ยสีต์ทีค่ดัแยกได ้22 ไอโซเลต 
มาศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาบนอาหาร YPD 
agar ทีอุ่ณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24–
48 ชัว่โมง พบว่า โคโลนีของยสีต์มลีกัษณะกลม 
สขีาวครีมมนัวาว ขอบเรียบ และมีผิวหน้าแห้ง
จาํนวน 11 ไอโซเลต ซึง่ไดแ้ก่ไอโซเลตจากแหล่ง 
UB2 และ SK1 (ภาพที ่2A) และผวิหน้ามนั จาํนวน 
11 ไอโซเลต ได้แก่ แหล่ง SK2 และ SR (ภาพที่ 
2B) จากนัน้ศกึษารปูร่างเซลลใ์ตก้ลอ้งจุลทรรศน์
กาํลงัขยาย 1,000 เท่า พบว่า มลีกัษณะเซลล์กลมรี
ทัง้หมด (ภาพที ่2C–2D) 
ผลการจดัจาํแนกชนิดของยสีตด์ว้ยลําดบั
นิวคลีโอไทด์ตําแหน่ง D1/D2 ของ 26s rDNA 
gene โดยเปรยีบเทยีบร้อยละความคล้าย (% simi-
larity) กบัลําดบันิวคลโีอไทด์ตําแหน่งเดยีวกนัของ
ยสีต์จากฐานขอ้มูล GenBank พบว่า ลําดบันิว-
คลีโอไทด์ของเชื้อยีสต์แต่ละไอโซเลตมีความ
เหมือน (identity) กบัลําดบันิวคลีโอไทด์ในฐาน 
ขอ้มูลร้อยละ 99–100 ซึ่งคล้ายคลงึกบั Wickerha-
momyces anomalus จาํนวน 11 ไอโซเลต ประ-
กอบดว้ยไอโซเลตจากแหล่ง UB2 และ SK1 และ
คลา้ยคลงึกบั Candida tropicalis จาํนวน 11 ไอ-
โซเลต ได้แก่ ไอโซเลตจากแหล่ง SK2 และ SR 
(ตาราง 2) 
 
 
วารสารหน่วยวจิยัวทิยาศาสตร ์เทคโนโลย ีและสิง่แวดลอ้มเพื่อการเรยีนรู ้ปีที ่11 ฉบบัที ่1 (2563) 
 
59 
ตาราง 1 ความสามารถในการผลติเอทานอลของเชือ้ยสีตไ์อโซเลต UB2  SK1  SK2 และ SR 
Source Isolates Ethanol production 
% (v/v) 
Source Isolates Ethanol production 
% (v/v) 
UB2 UB2–2 6.47b,c ±0.06 SK2 SK2–9 6.10g ±0.10 
 UB2–7 6.47b,c ±0.06 SR SR4 6.10g ±0.10 
 UB2–11 6.47b,c ±0.06  SR6 6.00h ±0.06 
 UB2–12 6.47b,c ±0.06  SR11 6.30d,e ±0.10 
SK1 SK1–1 6.17f,g ±0.06  SR12 6.40c,d ±0.10 
 SK1–2 6.67a   ±0.06  SR13 6.67a ±0.00 
 SK1–3 6.47b,c ±0.06  SR14 6.37c–e ±0.06 
 SK1–5 6.40c,d ±0.00  SR15 6.60a ±0.00 
 SK1–6 6.30d,e ±0.10  SR16 6.57a,b ±0.06 
 SK1–7 6.27e,f ±0.06  SR17 6.30d,e ±0.10 
 SK1–8 6.37c–e ±0.06  SR18 6.37c–e ±0.06 
หมายเหต ุตวัอกัษร a, b, c, … ทีอ่ยู่ต่อทา้ยค่าเฉลีย่ (x�±SD) แสดงค่าทีแ่ตกต่างกนั (p < .05) 
 
ภาพท่ี 2 ลกัษณะสณัฐานวทิยาของเซลลย์สีต์ (A) ลกัษณะโคโลนีผวิหน้าแหง้; SK1–5 (B) ลกัษณะ
โคโลนีผวิหน้ามนั; SR11 (C) ลกัษณะของเซลล์ไอโซเลตที่ผวิหน้าแหง้; SK1–5 และ (D) 
ลกัษณะของเซลลไ์อโซเลตทีผ่วิหน้ามนั; SR11 
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ตาราง 2 ผลการระบุสายพนัธุจ์ากการวเิคราะหล์าํดบันิวคลโีอไทดต์ําแหน่ง D1/D2 domain ยนี 26s 
rDNA ของยสีตท์ัง้ 22 ไอโซเลต 
Isolates Species Strain Accession No. Identity (%) 
UB2–2, UB2–7, 
UB2–11, UB2–
12 
Wickerhamomyces anomalus SFM4 MG017545 99 
SK1–1, SK1–3 Wickerhamomyces anomalus S4R1–3 MG773362 100 
SK1–2, SK1–5, 
SK1–6, SK1–7, 
SK1–8 
Wickerhamomyces anomalus SFM4 MG017545 100 
SK2–9 Candida tropicalis SY3-2 KY928422 100 
SR4 Candida tropicalis DMKU–SE73 LC176991 100 
SR6, SR12  Candida tropicalis QDX EU585761 99 
SR11, SR13, 
SR14, SR15, 
SR17, SR18 
Candida tropicalis XJURML EF151501 100 
SR16 Candida tropicalis LYSC–3 GU388393 100 
 
 การศกึษาคุณลกัษณะของยสีตท์ีค่ดัแยกได ้
 เมื่อทดสอบคุณสมบตัทิางชวีเคมเีบือ้ง-
ต้นของเชือ้บรสิุทธิ ์พบว่า C. tropicalis ทุกสาย-
พนัธุส์ามารถใชแ้ละหมกัน้ําตาลกลูโคส แกแลก-
โทส ฟรุกโทส มอลโทส และซูโครสได ้ในขณะที ่
W. anomalus ทุกสายพนัธุ์สามารถใช้และหมกั
น้ําตาลไดเ้ฉพาะกลูโคส ฟรุกโทส มอลโทส และ
ซโูครสเท่านัน้ (ตาราง 3) 
ตาราง 3 ผลการทดสอบคุณสมบตัทิางชวีเคมเีบือ้งตน้ของเชือ้บรสิทุธิ ์W. anomalus และ C. tropicalis 
สายพนัธุ ์
การหมกัน้ําตาล* การใชแ้หล่งคารบ์อน** 
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W. anomalus SFM4 + – + + + – – + – + + + – – 
W. anomalus S4R1–3 + – + + + – – + – + + + – – 
C. tropicalis SY3–2 + + + + + – – + + + + + – – 
C. tropicalis DMKU–SE73 + + + + + – – + + + + + – – 
C. tropicalis QDX + + + + + – – + + + + + – – 
C. tropicalis XJURML + + + + + – – + + + + + – – 
C. tropicalis LYSC–3 + + + + + – – + + + + + – – 
หมายเหต ุ * การหมกั: + สามารถหมกัใหแ้ก๊ส และ – ไมส่ามารถหมกัใหแ้ก๊ส 
 **การใชแ้หล่งคารบ์อน: + สามารถเจรญิได ้และ – ไมส่ามารถเจรญิได ้
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 การทดสอบการผลติเอทานอล 
 จากการทดสอบการผลติเอทานอลของ
เชือ้บรสิุทธิ ์ไดแ้ก่ W. anomalus และ C. tropicalis 
หมกัดว้ยกากน้ําตาลและบ่มทีอุ่ณหภูม ิ30 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ผลการวเิคราะห์
ดว้ยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟี พบว่า ใน 12 ชัว่โมง
แรก ยสีต์ทุกสายพนัธุส์ามารถผลติเอทานอลได้
และมแีนวโน้มเพิม่ขึน้เรื่อย ๆ และทีเ่วลา 36 ชัว่-
โมง พบยสีตจ์ากแต่ละแหล่งสามารถหมกัใหป้รมิาณ
รอ้ยละเอทานอลสงูทีส่ดุ โดยยสีตจ์ากแหล่ง UB2 
ได้แก่ W. anomalus SFM4 มีค่าเท่ากับร้อยละ 
6.2±0.03 โดยปรมิาตร (ภาพที่ 3A) แหล่ง SK1 
ไดแ้ก่ W. anomalus SFM4 และ S4R1–3 เท่ากบั
รอ้ยละ 6.4±0.01 และ 6.3±0.01 โดยปรมิาตร ตาม 
ลําดบั (ภาพที ่3B) แหล่ง SK2 ไดแ้ก่ C. tropicalis 
SY3–2 เท่ากบัรอ้ยละ 6.8±0.01 โดยปรมิาตร (ภาพ
ที่ 3C) และแหล่ง SR ได้แก่ C. tropicalis DMKU–
SE73  XJURML  LYSC-3 และ QDX มคี่าเท่ากบั
ร้อยละ 6.7±0.01  6.6±0.01  6.5±0.01 และ 6.3± 
0.00 โดยปรมิาตร ตามลําดบั (ภาพที่ 3D) จาก-
นัน้ที่เวลา 48 ชัว่โมง ผลผลิตของเอทานอลมี
ปริมาณร้อยละลดน้อยลงในทุกสายพันธุ์ซึ่ง
สมัพันธ์กับปริมาณของน้ําตาลรีดิวซ์ กล่าวคือ
ในช่วงเริม่ตน้ของการหมกัปรมิาณน้ําตาลรดีวิซม์ี
ค่าเฉลี่ยอยู่ที่ 197.93 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร เมื่อ
เวลาผ่านไปน้ําตาลรดีวิซม์ปีรมิาณลดตํ่าลง โดยที่
เวลา 12  24 และ 48 ชัว่โมงมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 
75.30±0.09  60.10±0.11  61.83±0.06 และ 57.65± 
0.11 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ตามลําดบั ดงัในภาพ
ที ่3 ค่าเฉลีย่ของผลผลติเอทานอลทีเ่วลา 12  24  
36 และ 48 ชัว่โมง มคี่าเท่ากบั 0.31±0.05  0.34± 
0.01  0.37±0.01 และ 0.30±0.01 กรมัเอทานอล
ต่อกรมัน้ําตาล ตามลาํดบั 
สรปุผลการวิจยั 
 จากการศกึษาประสทิธภิาพของเชื้อยสีต์
ที่คดัแยกจากลูกแป้งสาโทจากแหล่งตวัอย่าง 5 
แหล่ง ในเบือ้งตน้สามารถคดัแยกเชือ้ยสีตไ์ดท้ัง้-
หมดจํานวน 64 ไอโซเลต โดยม ี22 ไอโซเลตที่
สามารถหมกัใหป้รมิาณเอทานอลสงู นัน่คอื มาก 
กว่ารอ้ยละ 6 โดยปรมิาตร ซึง่ประกอบ ดว้ยไอโซ-
เลตจากแหล่ง UB2  SK1  SK2 และ SR จาํนวน 
4  7  1 และ 10 ไอโซเลต ตามลาํดบั ผลการศกึษา
ดา้นสณัฐานวทิยาพบว่าโคโลนีของยสีต์มลีกัษณะ
กลม สขีาวครมี มนัวาว ขอบเรยีบ ผวิหน้าแห้ง
และผวิหน้ามนัลกัษณะของเซลล์มีรูปร่างกลมรี 
เมื่อนําเชือ้ทัง้ 22 ไอโซเลต มาจดัจาํแนก ผลการ
ระบุสปีชสีเ์ป็นมคีวามคลา้ยกบัยสีต์ 2 สปีชสี ์คอื 
Wickerhamomyces anomalus ซึ่งพบในแหล่ง 
UB2 และ SK1 ประกอบดว้ย 2 สายพนัธุ ์คอื W. 
anomalus SFM4 และ S4R1–3 ส่วน Candida 
tropicalis พบในแหล่ง SK2 และ SR ประกอบ-
ดว้ย 5 สายพนัธุ ์คอื C. tropicalis SY3–2  DMKU–
SE73  QDX  XJURML และ LYSC–3 ผลการทด-
สอบทางชีวเคมีเบื้องต้นในแหล่งของน้ําตาลที่
แตกต่างกนัทัง้หมด 7 แหล่ง พบว่า W. anomalus 
สามารถใช้และหมักน้ําตาลได้เฉพาะกลูโคส 
ฟรุกโทส มอลโทส และซโูครส สว่น C. tropicalis 
สามารถใช้และหมกัน้ําตาลกลูโคส แกแลกโทส 
ฟรุกโทส มอลโทส และซูโครส การทดสอบ
ความสามารถในการผลิตเอทานอลด้วยกาก 
น้ําตาลเป็นเวลา 48 ชัว่โมง พบว่า ที่เวลา 36 
ชัว่โมงยสีต์สามารถหมกัใหป้รมิาณเอทานอลสงู
ที่สุดเท่ากบัร้อยละ 6.8±0.01 โดยปรมิาตร จาก 
C. tropicalis SY3–2 ของแหล่ง SK2 มคี่าผลผลติ
เอทานอลสงูทีสุ่ดเท่ากบั 0.39 กรมัเอทานอลต่อ
กรมัน้ําตาล 
J. Res. Unit Sci. Technol. Environ. Learning Vol. 11 No. 1 (2020) 
 
62 
 
ภาพท่ี 3 ปรมิาณรอ้ยละเอทานอลและปรมิาณน้ําตาลรดีวิซท์ีช่่วงระยะเวลาต่าง ๆ ในเวลา 48 ชัว่โมง 
RS = Reducing sugar, E = Ethanol production; (A) W. anomalus SFM4 จากแหล่ง UB2; (B) 
W. anomalus S4R1–3 และ SFM4 จากแหล่ง SK1; (C) C. tropicalis SY3–2 จากแหล่ง SK2; และ 
(D) C. tropicalis DMKU-SE73, QDX, XJURML, LYSC–3 จากแหล่ง SR 
 
อภิปรายผล 
 จากการคดัแยกยสีต์จากลูกแป้งสาโท
ในแหล่งตวัอย่างทัง้หมด 5 แหล่ง เบือ้งตน้สามารถ
คดัแยกได้ทัง้หมด 64 ไอโซเลต เมื่อนํามาทด-
สอบการผลติเอทานอลเบือ้งต้น โดยผูว้จิยัคดัเลอืก
ไอโซเลตทีม่ปีรมิาณเอทานอลมากกว่าร้อยละ 6 
โดยปรมิาตร เน่ืองจากเป็นช่วงของค่าความเขม้-
ข้นที่มากที่สุดในการทดลองครัง้น้ีโดยพบเพยีง
จํานวน 22 ไอโซเลต เมื่อตรวจสอบลกัษณะทาง
สณัฐานวิทยาพบว่ามีลกัษณะโคโลนีสขีาวครมี 
มันวาว ขอบเรียบ เมื่อศึกษาภายใต้กล้องจุล-
ทรรศน์มลีกัษณะเป็นเซลล์กลมร ีสอดคล้องกบั
งานวิจัยของ Techavasonyoo (2007) ที่พบว่า
ยสีต์ที่คดัแยกจากลูกแป้งสุรามลีกัษณะโคโลนีสี
ขาว ขาวครมี หรอืขาวนวล ลกัษณะเซลลใ์ต้กลอ้ง
จุลทรรศน์ส่วนใหญ่เหน็เป็นลกัษณะเซลล์กลมรี 
ขนาดเลก็ เช่นเดยีวกบั Chanchaichaovivat et al. 
(2015) พบลักษณะสัณฐานของ Candida sp. 
จากลูกแป้งขา้วหมากที่มลีกัษณะเป็นรูปไข่และ
ยาวร ีผลการจดัจําแนกโดยเทยีบลําดบัเบสตํา-
แหน่ง D1/D2 ของยนี 26S rDNA ของ 22 ไอโซ-
เลต ที่คดัแยกจากลูกแป้งสาโทแหล่งต่าง ๆ นัน้ 
พบว่ามคีวามคลา้ยกบัยสีต์ Wickerhamomyces 
anomalus และ Candida tropicalis (รอ้ยละ 99–100) 
โดย W. anomalus หรอื Pichia anomala (Thanh 
et al., 2016) ซึง่ยสีตส์ายพนัธุเ์หล่าน้ีสามารถพบ
วารสารหน่วยวจิยัวทิยาศาสตร ์เทคโนโลย ีและสิง่แวดลอ้มเพื่อการเรยีนรู ้ปีที ่11 ฉบบัที ่1 (2563) 
 
63 
ได้ในลูกแป้งขา้วหมากและลูกแป้งเหล้า (Chai-
jamrus and Mouthung, 2011; Chanchaichao-
vivat et al., 2015; Limtong et al., 2002; Techa-
vasonyoo 2007) นอกจากน้ียงัพบได้ในหวัเชื้อ 
จุลนิทรยี์ผสมจากธรรมชาติในประเทศต่าง ๆ  เช่น 
Bahn men ของเวยีดนาม และ Ragi Tapé ของ
อนิโดนีเซยีทีพ่บ W. anomalus และ C. tropicalis 
เช่นกัน (Abe et al., 2004; Thanh et al., 2008) 
เมื่อนําเชื้อบริสุทธิท์ี่คัดแยกได้ไปทดสอบคุณ-
สมบตัิทางชวีเคมเีบือ้งต้นโดยการทดสอบความ 
สามารถในการใชน้ํ้าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนและ
การหมกั ผลการวจิยัพบว่า W. anomalus สามารถ
หมกัและใชน้ํ้าตาล ไดแ้ก่ กลโูคส ฟรุกโทส มอล-
โทส และซูโครส สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Techa-
vasonyoo (2007) ทีเ่ชือ้ W. anomalus สามารถ
ใช้และหมกัน้ําตาลกลูโคส ซูโครส และมอลโทส
ได ้สว่น C. tropicalis สามารถหมกัและใชน้ํ้าตาล
กลูโคส มอลโทส ซูโครส และแกแลกโทส (Ma-
rinho et al., 2010) ผลการทดสอบการผลิตเอทา-
นอลจากกากน้ําตาลของเชือ้บรสิุทธิท์ ัง้ 2 สปีชสี ์
หมกัไวเ้ป็นเวลา 48 ชัว่โมง พบว่าเมื่อหมกัภาย 
ใน 12 ชัว่โมงแรกตรวจพบปรมิาณเอทานอลเพิม่ 
ขึ้นอย่างต่อเน่ือง (Pason et al., 2015) จนสูงที่ 
สุดที่เวลา 36 ชัว่โมงของการหมกั โดยเชื้อ C. 
tropicalis สามารถหมกัให้ปริมาณเอทานอลได้
สงูสดุ เท่ากบัรอ้ยละ 6.8±0.01 โดยปรมิาตร และ 
W. anomalus เท่ากบัรอ้ยละ 6.4±0.01 โดยปรมิาตร 
เมื่อเปรียบเทียบปริมาณร้อยละเอทานอลกับ
งานวจิยัก่อนหน้าน้ีของ Limtong et al. (2002) ซึง่
หมัก W. anomalus ในอาหารที่มีน้ําตาลกลูโคส
ร้อยละ 18 พบปริมาณเอทานอลสูงที่สุดที่ 48 
ชัว่โมงเท่ากบัร้อยละ 5 โดยปริมาตร ในขณะที่ 
Zulfikar et al. (2019) ทดสอบความสามารถในการ
ผลติเอทานอลของ C. tropicalis ซึง่หมกัในอาหาร
ที่มีน้ําตาลกลูโคสร้อยละ 16 พบปริมาณเอทา-
นอลสูงที่สุดที ่48 ชัว่โมงเท่ากบัร้อยละ 4.8 โดย
ปรมิาตร นอกจากน้ียงัพบว่าในระหว่างกระบวน-
การหมักปริมาณของน้ําตาลรีดิวซ์มีแนวโน้ม
ลดลงซึง่สมัพนัธก์บัปรมิาณของเอทานอล เน่ือง-
จากเชือ้มกีารใชน้ํ้าตาลและเปลีย่นเป็นเอทานอล
โดยเชื้อทัง้ 2 สปีชีส์สามารถเปลี่ยนน้ําตาลให้
เป็นเอทานอลไดเ้พราะจดัเป็นจุลนิทรยีใ์นกลุ่มที่
สามารถหมกัใหเ้อทานอล (Limtong et al., 2002; 
Thanh et al., 2005) เหมาะกบัการนํามาประยุกตใ์ช้
ต่อไปในอนาคต เช่น การผลติเอทานอลเชื้อเพลงิ
ชวีภาพ การผลติเครื่องดื่มแอลกอฮอล ์
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